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摘要:目的 探讨肝豆灵片 (大黄、黄芩、黄连、半枝莲等)和青霉胺对大鼠的代谢物，以比较两者排铜机制异同。
方法 适应性饲养 1 周后，大鼠被随机分为对照组、模型组、肝豆灵组、青霉胺组。造模结束后，取各组大鼠血清样
品分析其核磁共振谱峰。结果 模型组大鼠血清乳酸、糖蛋白、肌酸、肌酐、谷氨酰胺、精氨酸的量升高，葡萄糖、
甜菜碱、胆碱、磷酸胆碱、脂质的量降低;青霉胺组大鼠血清葡萄糖、甜菜碱、胆碱、胆碱磷酸、脂质的量升高，糖
蛋白、乳酸、肌酸、肌酐、谷氨酰胺的量降低;肝豆灵组大鼠血清 3-羟基丁酸、亮氨酸、异亮氨酸、缬氨酸、胆碱、
胆碱磷酸、葡萄糖、脂质的量升高，谷氨酰胺、乳酸、肌酸、肌酐、精氨酸的量降低。结论 青霉胺与肝豆灵均可明
显调节铜负荷大鼠的葡萄糖、乳酸、肌酸、肌酐、胆碱、磷酸胆碱、谷氨酰胺和脂质向正常范围回归的趋势。而肝豆
灵片还可调节鸟氨酸循环、支链氨基酸、3-羟基丁酸及氨的代谢。
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ABSTRACT:AIM To apply metabonomics to the exploration of differences in mechanism for copper-excretion
between Gandouling Tablets (Rheum officinale Baill．，Scutellaria baicalensis Georgi，Coptis chinensis Franch．，
Scutellaria barbata D． Don，etc．)and penicillamine． METHODS After adaptive breeding for one week，the
tested rats were randomly divided into four groups， including control， model， Gandouling Tablets and
penicillamine group． After modeling，the sera of all groups were analyzed by 1H-NMR spectroscopy． RESULTS
The model group showed increased levels of lactate， glutamine， glycoprotein， creatine， creatinine and
arginine，together with decreased levels of glucose，betaine，choline，phosphocholine and lipid． Penicillamine
group had increased levels of glucose，betaine，choline，phosphocholine and lipid，together with decreased levels
of glutamine，glycoprotein，lactate，creatine and creatinine． While Gandouling Tablets increased 3-hydroxybu-
tyrate，leucine， isoleucine， valine， choline， phosphocholine， glucose and lipid， but decreased glutamine，
lactate，creatine，creatinine and arginine． CONCLUSION There is a similarity of mechanism for copper excre-
tion between Gandouling Tablets and penicillamine，mainly in the metabolic regulation of glutamine， lactate，
creatine，creatinine，glucose，choline，phosphocholine and lipid returning to normal． Moreover，Gandouling
Tablets can regulate the metabolisms of ornithine cycle，3-hydroxybutyric acid and branched chain amino acids．
KEY WORDS:Gandouling Tablets; penicillamine;metabonomics; serum;1H nuclear magnetic resonance
(1H-NMR) ;copper-excretion mechanism
Wilson病 (Wilson’s disease，WD)于 1912 年
被英国神经病学家 Samuel Alexander Kinnier Wilson
首次报道，并因而得名。该病系铜代谢障碍疾病，
过量的铜沉积于患者体内，累及多系统、多器官，
引起一系列临床表现，如:肝硬化、肾损伤、肌张
力障碍、肢体震颤、语言含糊、角膜 K-F 环等。
如不积极治疗，可对患者的生活能力产生严重的影
响，甚至导致死亡。西医治疗本病以排铜为主，重
金属络合剂青霉胺 (penicillamine，PA)是其首选
口服药。中医从整体角度治疗本病，亦具一定优
势。其中，肝豆灵片是安徽中医药大学第一附属医
院院内制剂，多年的临床应用及科研证明，该方治
疗WD不仅安全有效，还具有保护肝脏、改善该病
患者神经功能的效果［1-2］。本实验以核磁共振
(nuclear magnetic resonance，NMR)代谢组学为研
究方法，初步探讨肝豆灵和青霉胺的排铜机制
异同。
1 材料及方法
1. 1 动物 44 只无特定病原体级别 (specified
pathogen free，SPF)Wistar 大鼠，3 月龄，体质量
160 ～ 200 g，购于安徽医科大学实验动物中心，实
验动物许可证号:SCXK (皖)2011-002，饲养于
安徽中医药大学省部共建新安医学教育部重点实验
室，室温 20 ～ 22 ℃，相对湿度 40% ～60%。
1. 2 药物、主要试剂和仪器 肝豆灵片 (安徽中
医药大学第一附属医院院内制剂，0. 3 g /片，批
号:皖药制字 Z20050071) ，由生大黄 Rheum offici-
nale Baill．、黄芩 Scutellaria baicalensis Georgi、黄连
Coptis chinensis Franch．、半枝莲 Scutellaria barbata
D． Don、穿心莲 Andrographis paniculata Nees、泽
泻 Alisma orientalis Juzep．、萆薢 Dioscorea septemloba
Thunb．、金钱草 Lysimachia christinae Hance、石菖
蒲 Acorus tatarinowii Schott、丹参 Salvia miltiorrhiza
Bge、姜黄 Curcuma longa L．、莪术 Curcuma phaeo-
caulis Val．、鸡血藤 Spatholobus suberectus Dunn、郁
金 Curcuma weuyujin Y． H． Chen et C． Ling 组成。
制备工艺:按处方比例称取药材，以 70%乙醇回
流提取 2 次，第一次 10 倍量 1. 5 h，第二次 8 倍量
1. 0 h，药渣加 8 倍量水再提取 1 次，分别减压浓
缩药液至一定浓度、混合、真空减压干燥，得干浸
膏，再加入淀粉、单糖浆和硬脂酸镁等辅料，压
片，规格 0. 3 g /片。质控标准为高效液相色谱
(high performance liquid chromatography，HPLC)法
测定盐酸小檗碱的量，以其含有量不低于 0. 5%为
合格。青霉胺 (上海信谊药厂有限公司，规格
0. 125 g /片，国药准字 H31022286)。
氘代 重 水 (deuterium oxide， D2O，美 国
CILantro公司) ;3-三甲基硅基-1-丙磺酸钠 (3-tri-
methylsilyl-1-propane sulfonic acid sodium salt，DSS，
美国 Sigma公司) ;硫酸铜 (国药集团化学试剂有
限公司) ;乙醚 (上海苏懿化学试剂有限公司) ;
GL-20A全自动冷冻高速离心机 (湖南仪器仪表总
厂) ;Varian 500 MHz超导 NMR谱仪 (美国安捷伦
公司)。
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1. 3 模型制备 适应性饲养 1 周后，大鼠被随机
分为四组:对照组、模型组、青霉胺组、肝豆灵
组，每组 11 只。对照组始终自由进食、摄水，其
余 3 组以铜负荷法［3］造模:连续 12 周喂饲含硫酸
铜的饲料 (1 g /kg)和水 (0. 185%)。自第 7 周开
始，分别以肝豆灵 (0. 486 g·kg －1·d －1)和青霉
胺 (0. 09 g·kg －1·d －1)灌胃肝豆灵组、青霉胺
组大鼠，对照组和模型组以等容量生理盐水
(0. 9% NS)灌胃，直至造模结束。
1. 4 取材及检测［4］ 第 12 周造模结束后，大鼠禁
食 12 h，乙醚吸入法麻醉，经腹主动脉采集新鲜血
液，4 ℃低温离心 10 min (3 000 r /min)取上清
液， － 80 ℃超低温冰箱储存血清，以备 NMR代谢
组学检测。核磁检测时，常温解冻血清，将
400 μL血清与 200 μL 磷酸盐缓冲液 (0. 2 mol /L
Na2HPO4 /NaH2PO4，99. 9% D2O)混合，调整溶
液酸碱度至 7. 4，以消除酸碱度变化对实验的影
响，加入 3-三甲基硅丙烷磺酸钠 (DSS)作为化学
位移零点的定标，震荡混合均匀后，4 ℃低温离心
10min (10 000 r /min) ，取 550 μL 上清液移入
5 mm NMR管，以采集样品的1H-NMR 谱。实验采
用 5 mm HCN 三共振探头，温度 300 K，谱宽
5 kHz，信号累加 256 次，采用 NOEPR-CPMG 脉冲
序列进行数据采样。其中，预饱和模块、自旋回波
模块分别抑制水峰信号和蛋白、脂蛋白所产生的宽
峰。结果见图 1。
1. 5 谱图处理和统计学方法［4］ 采用 MestreNova
9. 0 软件对所有谱图进行相位调整、校正基线和
谱峰对齐。以 0. 02 为等间隔对化学位移 δ 0. 2 ～
4. 6 区域进行分段积分，得到一个数据矩阵。矩
阵的每一行和每一列分别代表一个样本和一个积
分段，用面归一化方法对数据矩阵进行归一化，
以主成分分析法 (principal component analysis，
PCA)对所得数据进行分析，结果见图2 ～ 5。
2 实验结果
2. 1 大鼠一般状况观察 正常组大鼠始终状态佳，
作息规律，皮毛光滑润泽，食欲及二便正常。造模
2 周后，模型组、两给药组大鼠逐渐出现活动减
少，饮食摄水减少，精神不振，体质量增加不明
显，皮毛光泽差，大便不成形，小便减少表现。药
物干预后，与模型组相比，肝豆灵和青霉胺组大鼠
摄水饮食量增加，精神不振状况改善，大便稍成
形，小便量增多。
2. 2 大鼠血清典型1H-NMR谱 见图 1。
图 1 大鼠血清样品典型1H-NMR谱
Fig． 1 Typical 1H-NMR spectrum of serum samples in rats
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2. 3 血清1H-NMR 谱图处理结果 对数据的 PCA
分析结果如图 2 ～ 5 所示。得分图 (图 2A ～ 5A)
中，每一个圆点和三角分别代表不同组别的每一个
样品。对照组和模型组、模型组和肝豆灵组、模型
组和青霉胺组，分布于两个不同的区域，能明显地
区分开，说明这些两两对比的组间代谢物有差异，
造模成功。负载图 (图 2B ～ 5B)的每个点代表谱
图上的一个谱峰段，偏离零点越远的点，对两组
的分类贡献越大，越有可能是潜在的组间差异代
谢物。其中，图 2B 中，169 这个点代表的是乳酸
峰，它离零点最远，对分类贡献最大，提示模型
组血清乳酸水平升高显著，而且遮掩了其它谱
峰。为寻找更多的血清差异代谢物，我们将乳酸
峰去除后再做主成分分析，结果见图 3。图 3A可
见，去除乳酸峰后，对照组和模型组样本仍分布
于不同区域。
注:●为对照组，为模型组
图 2 对照组、模型组得分图和负载图
Fig. 2 PCA models of 1H-NMR metabolomics data for the control group and model group
注:●为对照组，为模型组
图 3 去除乳酸峰后，对照组、模型组得分图和负载图
Fig. 3 PCA models of 1H-NMR metabolomics data for the control group and model group without lactate peak
对比模型组与对照组、肝豆灵组与模型组、青
霉胺组与模型组，我们找出 3 组对分类贡献比较大
的代谢物，并将这些代谢物、化学位移及其相应变
化列出 (表 1) ，包括 3-羟基丁酸 (δ 1. 20)、谷氨
酰胺 (δ 2. 12)、糖蛋白 (δ 2. 04)、乳酸 (δ 1. 32，
δ 4. 10)、亮氨酸 (δ 0. 94)、异亮氨酸 (δ 0. 93，
δ 1. 0)、缬氨酸 (δ 0. 97，δ 1. 02)、肌酸 (δ 3. 04)、
肌氨酸酐 (δ 3. 05)、葡萄糖 (δ 3. 23 ～ 3. 80)、甜
菜碱 (δ 3. 25)、胆 碱 (δ 3. 19)、磷 酸 胆 碱
(δ 3. 21)、精氨酸 (δ 1. 71)、脂质 (δ 1. 29 ～
1. 30)。表 1 中，“↑↑”和 “↑”表示代谢物的
量升高，且具有统计学意义 (↑↑，P ＜ 0. 01;
↑，P ＜ 0. 05) ;“↓↓”和 “↓”表示代谢物的
量降低，且具有统计学意义 (↓↓，P ＜ 0. 01;
↓，P ＜ 0. 05) ;“－”表示代谢物的量变化无统计
学意义 (P ＞ 0. 05)。
51
2016 年 1 月
第 38 卷 第 1 期
中 成 药
Chinese Traditional Patent Medicine
January 2016
Vol． 38 No． 1
注:●为模型组，为肝豆灵组
图 4 模型组、肝豆灵组得分图和负载图
Fig. 4 PCA models of 1H-NMR metabolomics data for the model group and Gandouling Tablets group
注:●为青霉胺组，为模型组
图 5 模型组、青霉胺组得分图和负载图
Fig. 5 PCA models of 1H-NMR metabolomics data for the penicillamine group and model group
表 1 大鼠血清特征代谢物
Tab. 1 Typical serum metabolites in rats
代谢物 化学位移
青霉胺组
对模型组
肝豆灵组
对模型组
模型组
对对照组
3-羟基丁酸 1. 20 — ↑↑ —
谷氨酰胺 2. 12 ↓↓ ↓ ↑↑
糖蛋白 2. 04 ↓↓ ↑↑ ↑↑
乳酸 1. 32，4. 10 ↓↓ ↓↓ ↑↑
亮氨酸 0. 94 — ↑ —
异亮氨酸 0. 93，1. 0 — ↑ —
缬氨酸 0. 97，1. 02 — ↑ —
肌酸 3. 04 ↓ ↓ ↑
肌氨酸酐 3. 05 ↓ ↓ ↑
葡萄糖 3. 23 ～ 3. 80 ↑↑ ↑↑ ↓↓
甜菜碱 3. 25 ↑ — ↓↓
胆碱 3. 19 ↑ ↑↑ ↓
磷酸胆碱 3. 21 ↑ ↑↑ ↓
精氨酸 1. 71 — ↓ ↑
脂质 1. 29 ～ 1. 30 ↑ ↑↑ ↓↓
3 讨论
正常人自饮食摄入的铜约为 2. 5 ～ 5 mg /d。铜
被肠道吸收后，先与白蛋白疏松结合并进入肝脏，
在肝细胞中，铜与 α-2 球蛋白牢固结合形成铜蓝蛋
白，后者具有氧化酶活性。目前，WD 的发病机制
尚未完全明确，但似乎涉及铜与前铜蓝蛋白结合形
成转运蛋白铜蓝蛋白减少，未经结合的铜大量进入
血循环，沉积在以肝、脑、肾和角膜组织为主的全
身各脏器，引起一系列临床症状。自从 John
Walshe于 1956 年提倡以青霉胺治疗 WD 以来，该
药一直是 WD 的首选口服药。青霉胺含 N、O、S
配位原子，是铜的络合剂，可络合血液和组织中过
多的游离铜，形成稳定的水溶性复合物经小便排
出，从而阻止铜在体内继续沉积，恢复机体正常的
生理功能。中医治疗本病，根据患者多具肢体震颤
僵直、口渴烦热、口苦口臭、鼻衄、齿衄、黄疸、
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肝部癥积、小便短赤、舌质红、苔黄或者黄腻、脉
弦滑或者弦数等表现，杨任民、张笑平综合分析认
为本病病机要点为肝胆湿热、阻滞血络、瘀浊互
结，治当以清热利湿通腑、行气化瘀散结之方，组
方肝豆汤治疗本病，肝豆灵片是其优化组合片剂。
其中，大黄清热通腑，荡涤热结;黄连、黄芩、半
枝莲、穿心莲苦寒清热，泻火解毒;萆薢、泽泻、
金钱草、石菖蒲泻热通淋、利湿祛浊;丹参、姜
黄、莪术、鸡血藤、郁金活血行气、祛瘀散结。全
方以祛邪为主，共奏清热利湿通腑、行气化瘀散结
之功。本方虽不是铜的络合剂，但多年的临床及科
研反复验证，确具排铜作用［5-7］。
本实验模型组大鼠血清乳酸、谷氨酰胺、糖蛋
白、肌酸、肌酐、精氨酸水平升高，葡萄糖、甜菜
碱、胆碱、磷酸胆碱、脂质水平降低，提示铜在机
体过度沉积涉及胆碱、糖、氨基酸、脂质等代谢，
对肝脏、肾脏和神经等多种组织器官产生影响，与
临床报道相符合。
铜参与生物体诸多酶的合成，其中包括处于线
粒体呼吸链末端的细胞色素 C 氧化酶。虽然机理
尚未阐明，但铜过量沉积可影响呼吸链，使有氧呼
吸发生障碍，无氧代谢增加，导致乳酸升高［8］。
糖蛋白主要分布在细胞表面、细胞内分泌颗粒和细
胞核内，也可被分泌出细胞构成细胞外基质成分，
是重要的生物信息分子，在生理和病理过程中起到
生物识别的作用。酶的水解作用可以使糖蛋白糖链
次末端的半乳糖暴露，被肝细胞识别，通过胞饮作
用进入肝细胞被分解。肝脏是铜沉积所损伤的重要
器官，模型大鼠糖蛋白水平增高，可能与肝损伤、
肝细胞无法正常分解糖蛋白有关。
铜过量可通过活性氧族介导的氧化应激，引起
细胞膜性结构通透性增加，导致细胞凋亡。胆碱在
胆碱激酶的催化下合成磷酸胆碱，二者参与磷脂代
谢，是细胞膜性结构的重要组成部分，对维持正常
的细胞周期、通透性和信息传递起着重要作用。以
代谢组学对肝细胞凋亡进行研究，发现胆碱的量随
肝细胞凋亡的严重程度而下降［9］。此外，胆碱是
生物体重要的甲基供体，在提供甲基时，胆碱在胆
碱脱氢酶、甜菜醛脱氢酶的作用下先氧化生成甜菜
碱，再由甜菜碱提供甲基。由于甲基在神经、内分
泌、泌尿和免疫等系统中具有十分重要的作用，所
以稳定的甲基供体对于生物体来说非常重要。模型
组胆碱、磷酸胆碱和甜菜碱的量降低，提示铜过量
可能影响了大鼠的磷脂代谢和甲基代谢。
模型组血清精氨酸和谷氨酰胺的增高，可能与
氨的代谢紊乱有关:肝脏是机体最大的氨代谢器
官，肾脏是排泄氨的重要场所。氨在肝脏通过精氨
酸参与的鸟氨酸循环，代谢为无毒的尿素经肾脏排
出。肾脏不仅排出尿素，还以 NH4
+的形式排出大
量的氨。铜沉积引起肝功能受损鸟氨酸循环障碍，
或肾小管受损导致氨的排泄受阻，都有可能引起血
氨增高。氨在 ATP 的供能条件下，结合 α-酮戊二
酸和谷氨酸，生成谷氨酰胺。在代谢组学中，谷氨
酰胺是评估肝损伤和肝性脑病的一个指标［10］。同
时，它与神经系统的功能密切相关，有学者经实验
分析认为，它有可能成为中枢神经毒性检测的标
志物［11］。
肌酸由甘氨酸、S-腺苷甲硫氨酸、精氨酸合
成，其最终产物为肌酐并随尿排出。若肾功能发生
障碍，肌酐排出受阻，则血中肌酐水平升高。临床
上，血肌酐水平的测定有助于了解肾功能。本实验
铜负荷大鼠血肌酐升高，符合传统生化检测结果，
提示铜中毒对大鼠肾功能有所损害。
比较青霉胺和肝豆灵片，两者对于铜负荷大鼠
的排铜机制具有异同点。相同点主要体现在调节乳
酸、肌酸、肌酐、葡萄糖、胆碱、磷酸胆碱、谷氨
酰胺和脂质的代谢，使其具有向正常范围回归的趋
势。不同点是:1、青霉胺还可升高甜菜碱、降低
糖蛋白水平。甜菜碱是机体重要的甲基供体，糖蛋
白参与细胞信号识别，与诸多疾病的发病机理密切
相关［12］。结合其它代谢物的变化，青霉胺的排铜
机制除涉及胆碱、葡萄糖、脂、氨基酸等代谢之
外，可能还与调节甲基代谢、调整某些细胞信号识
别有关。2、肝豆灵所涉及的代谢物较多，这与中
药方剂的多靶点调节或许有关。相对于青霉胺组，
肝豆灵组的不同主要体现在精氨酸水平降低，3-羟
基丁酸、亮氨酸、异亮氨酸、缬氨酸水平升高。综
合肝豆灵对精氨酸、谷氨酰胺水平的调节，可能提
示其对鸟氨酸循环的恢复起到一定的促进作用。3-
羟基丁酸可促进神经干细胞分化为神经元［13］，能
不同程度的抑制神经胶质细胞凋亡、促进其生长，
是神经胶质细胞的能量源之一［14］。神经胶质细胞
对神经元具有支持、保护、营养和修复等作用，对
神经系统的生理起着十分重要的作用。
异亮氨酸、亮氨酸和缬氨酸为支链氨基酸，它
们可保护肝脏［15］、维持神经系统生化功能，促进
受损神经再生［16］，有助于恢复认知和记忆力障
碍［17-18］。异亮氨酸可促进细胞生长，它和亮氨酸
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还是重要的营养剂，具有促进蛋白质合成、提高免
疫力等生理功能［19］。模型组和青霉胺组均无支链
氨基酸、3-羟基丁酸的变化，因此我们推测，肝豆
灵有可能具有补充或者调节这四种氨基酸代谢的作
用。综合以上分析，肝豆灵在恢复铜负荷大鼠小分
子代谢的同时，可能还通过调节鸟氨酸循环、支链
氨基酸、3-羟基丁酸的代谢，干预铜沉积所造成的
大鼠肝脏和神经系统损伤。此结果与肝豆灵片可改
善WD患者神经功能、保肝等临床研究结论［1-2］相
吻合，或可初步解释此临床治疗机制。
本实验运用 NMR代谢组学技术对青霉胺和肝
豆灵片干预铜负荷大鼠进行了比较和分析，发现青
霉胺和肝豆灵片的排铜机制具有异同点，可为以后
对 WD的研究和治疗提供一定的参考。
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